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(1) in vitro motility assay 
キネシン及び微小管構成蛋白チュープリンはウシ脳から抽出精製した。 チュープリンに蛍光色素
tetramethy lrhodamine をラベルし、重合させて蛍光微小管を作成した。キネシン分子をカバーガラス表面にまばら
に吸着させ、その上に蛍光微小管・ ATP を含む buffer (pH7.4、イオン強度100mM) を濯流した。蛍光微小管がカ
/'~:ーガラス表面を滑り運動する様子を落射型蛍光顕微鏡下に観察・記録した。
局所麻酔薬非存在下で半数以上の微小管に滑り運動が認められる系に、リドカイン50mM あるいはテトラカイン
5mM を溶解した buffer を濯流すると、全ての微小管の滑り運動が即座に停止した。再び局所麻酔薬を含まない
buffer で瀧流すると、最初とほぼ同じ割合の微小管が滑り運動を再開した。局所麻酔薬の濯流前後で微小管の滑り
運動速度に差は認められなかった。対象となった微小管の長さについても差は認められなかった。 QX-314 (リド
カインの常時荷電体) 50mM についても、リドカイン50mM とほぼ同様の結果が得られた。
(2) 1 分子運動アッセイ
近年、エパネッセント照明によるガラス表面の局所照明を応用した全反射型蛍光顕微鏡により、水溶液中で蛍光標
識した蛋白質 l 分子を可視化することが可能となった。大腸菌にヒトキネシン(uhK560Cys) を発現させ、蛍光色
素 Cy 3 を導入した (uhK560Cys-Cy 3)。微小管は蛍光色素 Cy 5 で標識した。シリコンコートした石英ガラス表面





ンの Kl は5.1mM で、この濃度では微小管に結合しても滑り運動しないキネシン分子が大半となった。微小管に対す
るキネシン分子の結合率については、局所麻酔薬の有無による差は認められなかった。
(3) ATPase 活性測定
キネシンは、 ATP 加水分解の化学エネルギーにより運動するモーター蛋白である。 modified Malachite -Green 


















り輸送を行うことが知られている o 本研究は、モーター蛋白質キネシンの in vitro motility assay 及び最新の生物
物理学的手法である 1 分子運動アッセイを用い、キネシン運動能に対する局所麻酔薬の直接作用を蛋白質 1 分子レベ
ルで明らかにし、局所麻酔薬による軸索輸送抑制のメカニズムを解明することを目的としたものである。
キネシンは元来少数分子で機能する蛋白質であるため、多分子系での計測では薬物の影響を定量することは困難で




キネシン ATPase 活性は影響を受けないことから、この阻害作用はキネシンの運動サイクルのうち ATP 加水分解以
降の段階を阻害することによるものであることを示した。本研究においてキネシン運動能を阻害した局所麻酔薬の濃
度は、これまでに神経細胞の速い軸索輸送を抑制すると報告されている濃度とよく一致した。従って、局所麻酔薬に
よる軸索輸送阻害作用は、キネシン運動能の直接阻害作用によるものであることが明らかとなった。
本研究は、局所麻酔薬のキネシン運動能直接阻害作用を、最新の生物物理学的手法を用いて蛋白質 1 分子レベルで
詳細に解明したものであり、この阻害作用が局所麻酔薬による軸索輸送阻害作用の主因であることを示した重要な知
見である。さらに、軸索輸送阻害作用以外の局所麻酔薬による副作用にもモーター蛋白質の関与する現象が多いこと
から、それらの作用メカニズムをモーター蛋白質分子の直接的な抑制作用として一元的に説明し得る可能性を示した
ものでもあり、今後の局所麻酔薬の作用メカニズムに関する研究に極めて大きく貢献するものである。よって本論文
を学位に値するものと認める。
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